


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































cyt　aa3 cyt　b cyt　c十c1 FPD
023±0．02　　　0．16±0．02　　　0β5±0．03　　　0．92±0ユ1
0．21±0．03
0．21±0．02
0．22±0．04
0．20±0，03
0．17±0．04　　　0．31±0．04　　　0．98±0．16
0．15±0．03　　　0，33±0．03　　　　0．96±0．09
0，16±0．04　　　0．36±0．04　　　0．96±0．08
0．13＝ヒ0．04　　　0．32＝ヒ0，05　　　0．95＋0．09
nmoles／mg　Protein．
　3・2・4Succinate－cVtochrome　c　reductaseへの影響
　死亡直前では0．135±0．021とややspeci丘。　activityの
低下をみとめるが，対照群0．157±0．011と比べ有意差はみ
られなかった，（μmoles／mg　Protein／min．）
　3・2・5ATPase活性におよぼす影響
　Et投与後3～4時間を経過しても0．082±0，021と対照群
0．066±α018に比べ有意の上昇はみとめられず，またDNP
induced　ATPase活性は対照群0．221±0．023，　Et群0．227
±0．023と差はみとめられなかった，（μmoles　P》mg　pro一
亡ein／m三n．）
33肝s11ceにおよぼすEtの影響
　対照群ではRCR，　ADP／0比，単位mg蛋白当りのATP
産生能はincubati。n　timeが長くなるにつれてやや低下
傾向を示すが，30分以内のincubation実験では対照群と
Et添加群との間で有意差はみとめられなかった（Fig．11
A，B，　C）．
4　考　　察
　細胞は生存するための化学反応を維持するため，エネル
ギーを産生する．グルコース代謝はいくつかの過程に沿っ
てエネルギーを産生することができる．グルコースは嫌気
状態下では乳酸や他の糖分画まで分解され，好気状態下で
はH20やCO2まで分解される．グルコースが摂取されな
ければATP合成のために同じような炭水化物を得る必要
がある．その代償機構としてgluconeogenesisが存在し，
アミノ酸，脂肪酸やグリセロールからグルコースを産生す
る・ショック時には嫌気的glucolytic　cycleのみ維持され，
グルコース代謝はピルビン酸『》acetyl　CoAまでで停止し，
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added　in　rned．iurn．25。C．
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ピルビン酸はTCA　eycleへ入るのをblockされており，
乳酸の方へ進む14）．また肝および他の組織でのATP：量の
著しい減少も報告されている27・28＞．
　エンドトキシソショック時にはcarbohydrate　metabo－
lismに著しい障害が発生するといわれ，特に肝における
glycogenolysisの増加とgluconeogenesisの減少が報告
されている29・30）．Filkins15）をまエンドトキシンショック時
のgluconeogenesisの抑制作用の原因としてミトコンド
リア障害を示唆している．また組織内ATPが不足すると
vital　organに重篤な代謝性および生理学的機能不全をひ
きおこし14‘31），膜の透過性barrierはもはや維持できず，
細胞内イオン変化が発生し，細胞死をひきおこす32）・この
ようにエネルギー産生障害はショックにおける致死因子と
重要な関係にあり，エネルギー産生小器官の形態や機能変
化について正確に知ることはショック状態における特異的
細胞変化や代謝不全を理解するために基本的に重要と考え
られる．
　近年，ショック時の病態に関して細胞レベルで綿密な解
析がなされており，ショック時のミトコンドリアの形態お
よび機能変化についての報告が多くなってぎている．それ
によるとエンドトキシンショック時には肝ミトコンドリア
は腫脹し，マトリックスは破壊され11・12，33），酸化的リン酸
化の障害がひきおこされるといわれている34β5）．しかしな
がら，このような肝ミトコンドリア障害がEtによる直接
作用によってひきおこされるのか，あるいは循環不全のた
めの組織hyp・xiaによる二次的変化なのか，いまだ明ら
かでない．Harkenε’磁36＞は細胞膜はEtのbarrierと
はなりえないと述べ，ミトコンドリアへの直接作用を主張
しており，De　Palma　8孟磁37）は形態学的変化の発生時期
の検討から，さらにRangel　8’磁38），　Schumer　8’磁39）
はEtがライソゾームのIabilizerであり，ライソゾーム酵
素を遊離させ，これがミトコンドリアに作用するという
直接作用説を強調している．また，Et自体が直接細胞膜
に影響を与えるという報告40酎42）やisotopeを用いた研究
で標識Etが肝ミトコンドリア分画中に存在しているとい
う報告5・43）も直接作用説を支持するものと考えられる．一
方anoxiaは肝細胞のpHの低下，　Na＋増加，　K＋減少な
ど陽イオン濃度の変化をひきおこし，またライソゾーム膜
の維持に必要なATPレベルを減少させることによってラ
イソゾーム酵素の遊離を招来し，これがミトコンドリア
障害の原因となるという二次的障害説を支持する報告も
多い12・14，44）．
　本研究ではまず，～照，油ηにおいて，Etが分離肝ミトコ
ンドリアに対し，どのような影響をおよぼすかについて知
るとともに，Etを生体内に投与した時の肝ミトコンドリア
機能について検討し，さらに細胞膜を通してEtがミトコ
ンドリアに作用するか否かに｝ついて肝slice実験を試みた．
　Chance　and　Williams45）｝ま分離ミトコンドリアについ
て一連の研究を行なっており，それによると酸化的リン酸
化を行なうミトコンドリアでは呼吸基質，Pi，　ADPおよび
02の存在によって呼吸が調整され，それに伴ってミトコン
ドリアのエネルギー状態が変化することを明らかにしてい
る・彼等はこのミトコンドリアの呼吸状態を5段階に分類
した．基質の酸化に伴って高エネルギー中間体が蓄積して
ATPIADPの比が最も高くなるのはstate　4の時であり，
この時ミトコンドリアは高エネルギー状態となり，呼吸鎖
とリン酸化系とが平衡関係になっている．一方state　3に
おいてADPが加えられると呼吸促進がおこるのはATP
の生成に伴って蓄積していた高エネルギー中間体からエネ
ルギーが放出されるためである・そこでこの調整代謝され
たミトコンドリアの生理的機能状態を表現するものとして
呼吸調節率（respiratory　control　ratio，　RCR）および
ADP／0比（P／0比）などの指標がある．　RCRはstate
3／state　4で表現され，この値が高い程ミトコンドリアの共
役能が強く，酸化的リン酸化能も高く，ミトコンドリアの
障害の程度を示す重要な指標となっている．一方，ADP／0
比は添加されたADPがATPへのリソ酸化に要する酸
素量を表わしたものでこの値は呼吸基質の違いによって当
然共役するリン酸化の部位の数も異なる・この価はミトコ
ンドリアがintactであれば理論値に見合うが，ミトコン
ドリアが傷害されると真のP／O比より小さい値となる．
著者らはこれらのparameterの他にミトコンドリアmg
蛋白当りの1分間のATP生成能を測定した．著者らの
succinateを基質とした実験結果を検討してみると，ADP／
0比はcontrolで約1．7であり，succinate基質での理論
値2．0に近い値を示し，比較的intactに分離されている
と考えられる．
　分離ミトコンドリアのRCR，　ADP／0比およびATP
生成能はEt添加量の増加に応じ減少傾向を示した．また
この低下率をみるとATP生成能，　RCR，　ADP／0比の順
に低下率が著明であった．このことはADP／O比つまり
共役は他の二者より比較的安定であることを示肥している
のかも知れない．この結果はBoimeαα乙46）のischemic
rat　liverの研究結果とも一致している．　state　4呼吸は
Et添加により三三し，いわゆるuncbupling様作用がみ
とめられる．しかしながら，state　4呼吸の増加率に比べ，
state　3呼吸の減少率の方が大きく，　RCRの減少は主と
してstate　3呼吸の抑制がその原因と考えられる．
　次に電子伝達系について検討してみると，Etはsuc－
cinate－stimulated　oxida士ionには影響を与えないとい
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う報告48）や逆にsuccinate　oxidationを障害するとの報
告35・36）もあるが，Etの電子伝達系におよぼす影響につい
て詳述した報告は少なく，未だ一致した見解はない．まず，
呼吸鎖成分量であるがEt大量添加しても量的変化はみと
めなかった．つまり，呼吸鎖成分はミトコンドリアの内膜
にきっちりと組み込まれており，そのために比較的安定に
保たれている可能性が強い．
　Mela　8’α乙47）はsuccinate基質による呼吸鎖成分の還
元障害を報告しており，添加Et量の増加に比例して還元
時間の延長もみとめている．著者らは樋口・村岡の方法21）
に準じ，cytochrome　bを用い・各state毎の還元率を検
討した．Fig．5から明らかなようにstate　4での還元率の
みが著明に障害されており，またFig．6からこの時の呼吸
促進が明らかであることから，この還元率の障害はMela
8彦α乙47）が主張するsuccinate　Qxidationの障害ではない
ことが想像できる．そこで原因を検討するために，脱共役
剤の1つであるpentachlorophenol（PCP）と電子伝達遮
断剤であるマロン酸を用いた．PCP添加ではEtと同じ
ようにstate　4の還元率の減少とanaerobiosis迄の時間
の短縮をみとめた．一方マロン酸添加ではstate　3および
state　4両方ともに還元率の著明な減少とanaerobiosis迄
の時間の延長をみとめた．この結果からもEtによる呼吸
鎖成分の還元率の減少は脱共役剤に似た作用であってSUC－
cinate　oxidationあるいは電子伝達系への障害作用でな
いことが明らかである．
　著者らはさらに詳しくEtの電子伝達系への影響を知る
ためにsuccinate－cytochrome　c　reductaseについて検
討を加えた．Fig，7のようにsuccinate　cytochrome　c
reductase　speci丘。　activityはEtが。．1　mg／mg　Protein
以下では上昇傾向を示す．この結果はpolarography
と同じようにstate　4の呼吸野阜を裏付けており，　Mela
認認．の主張する電子伝達系への抑制作用あるいはSuc－
cinateの利用障害はみとめないものと思われる．一方，
0．4mg／mg　Protein以上の大量のEtが添加された場合に
は逆にspeci且。　activityの抑制作用が出現するのが認め
られた．しかしながら，その抑制率はせいぜい対照群の約
30％程度であった．さらにこのspeci五。　activitityの抑制
はCoΩ10の添加により著明に改善された．この結果から，
大量のEtやあるいは少量のEtでも長時間ミトコンドリ
アに作用した場合，CoΩ1。の部で電子伝達系を障害する可
能性を示唆しているものと考えられる．
　次にATPaseについてみると，　Mela　8孟鳳47）は脱共役
剤であるFCCP（carbonylcyanide－P－triHuoro－methoxy－
phenylhydrazone）によってinduceされたATPase活
性がEtによって抑制されると報告しており，　Laveineθ’
磁49）はATPase活性はEt添加により増加するが，　DNP
あるいはDNP＋Mg＋でinduceされたAfPase活性は
Et添加により逆に抑制されると述べている．著者らの実
験成績ではラット肝ミトコンドリアのATPase活性はEt
添加により明らかに上昇し，Et濃度に依存性であった．
一方，DNPを添加しinduceしたATPase活性はEtを
添加しても変化をみとめなかった，このことはEtとDNP
などの脱共役剤は同じ作用機序をもつものと思われる，
ATPaseはミトコンドリアの内表面に結合しているF1－
Particleに限局しているといわれ50），　De　Palma　8∫αZ．37）は
ATPase活性1の増加はF1－particleの露出かF1－particle
のmedium中への遊離を示唆していると報告しているこ
とから，Etや脱共役剤は直接この部に作用している可能
性もある．
　次に著者らはEtによるミトコンドリアの形態的変化を
検討するために分光光度計によるミトコンドリアの透過性
変化の測定を行なった．この方法はミトコンドリアの微小
な変化をみることはできないが，大きな形態変化を測定す
るには簡単な方法であり，古くからミトコンドリアのme－
chanochemica1反応の解析に役立てられている51）・この
方法にもとづいて検討してみるとEt添加量の増加に応じ
てミトコンドリアのswellingをひきおこすことが判明し
た，これはエンドトキシンショック時のミトコンドリアの
電顕所見11・33），および分離ミトコンドリアに直接Etを添
加した時のミトコンドリアの電顕所見52）と一致する．その
作用機序について検討してみると，一般にDNP，　dicuma－
rol，　PCPなどの脱共役剤はspontaneous　swellingを阻
⊥kするといわれており25・51）Etはこれらの脱共役剤とはミ
トコンドリアの形態に対し，異なる作用をもつ可能性が示
唆された．一方，このEtによるミトコンドリアswelling
がEDTAによって著明に阻止された．これはEDTAが
2価イオンをキレートする作用というよりはpyridine
nucleotidesのleakageを阻止するという報告が多く53，54）
Etがpyridine　nucleotidesの部に作用している可能性が
ある，またBSAによりこのswellingをある程度阻止
できることから，Ca廿，　thyroxineなどの脱共役作用をも
つも と似た作用機序が考えられ55・56＞，EtはLehninger
and　RemmertのいうU－factorのようなfatty　acidを
形成し，このfatty　acidかあるいはEtのfatty　acidの
部分がミトコンドリア膜に変化をおよぼしている可能性も
考えられる．このミトコンドリアの形態変化と機能障害と
の関連性について検討した報告57）もあるが今回の著者らの
実験においてはEDTAを加えミトコンドリアのswelling
を阻止した条件下でも．先に述べたようにミトコンドリアの
呼吸能，リン酸化の障害が発生することから，このミトコ
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ンドリア形態と機能との間に相関はみられなかった．な
お，ミトコンドリアの微小変化とその機能状態を検討する
にはこの方法では不可能であり，90。光散乱測定法を用い，
同時に機能を測定する必要があり，現在検討中である・以
上が分離肝ミトコンドリアにおよぼすEtの直接作用につ
いて検討した結果であるが，著者らの用いたミトコンドリ
ア分画中には少量のライソゾームも含まれており，上記の
Etのミトコンドリアへの作用がライソゾーム酵素を介し
て発現している可能性も否定できない．
　次に生体投与実験について検討してみると，犬や家兎の
実験例ではEt投与直後に急激な血圧低下をみとめるとい
う報告が多い58・59）．これは投与されたEtが流血中に入る
と血小板，血管内皮細胞，RESなどに取り込まれ，血管作
働物質（ヒスタミン，世界トニソ，キニン類，カテコールア
ミンなど）を放出し，末梢循環不全をひきおこし，血液の
poolingが起き，血圧低下をひきおこすと考えられてい
る60）．一方，ラットではこのようなEt投与直後の著明な
血圧低下はみられないといわれており61・62），著者らの実験
からも同様にEt投与直後にはみられず，死亡直前になっ
てはじめて血圧低下をみとめた．これは四界の差により，
血管系のEtに対する感受性に差があることを示唆してい
る．肝ミトコンドリア機能をみるとRCRは3時間を過
ぎると急速に低下をみとめる．これはstate　4の呼吸尤進
というよりstate　3呼吸の抑制のためであった．ミトコン
ドリアmg蛋白当りの1分間のATP生成能をみるとEt
投与後1時間前後に一時上昇をみとめた，これはEt投与
直後に発生した一過性の肝循環不全による代償性機能尤進
とも考えられる．3時間を過ぎると同様に急激な減少をみ
とめた．ADPIO比もやはり3時間を過ぎてから低下をみ
とめるが，分離肝ミトコンドリア実験の時と同じように
RCRやATP生成能の変化に比べ，その低下率は小さい．
これらRCR，　ADP／0比およびATP生成能にみられる
肝ミトコンドリア機能障害は肝臓のうっ血や消化器の出血
浮腫が著明となり全身循環不全が発生し，死亡直前になっ
てから急激に発生するように思われた．
　一方，呼吸鎖成分量および電子伝達酵素系にほとんど変
化がみられないのは，これらがミトコンドリアの内膜にき
っちりと組み込まれており，外か．らの変化に対し比較的安
定なのかも知れない．また，ATPaseも分離肝ミトコンド
リアにおけるEt添加実験と異なり，死亡直前でもATPase
活性の増加はみとめられず，またLavine　8’磁49）が報告
しているようなDNP－induced　ATPase活性の抑制もみ
とめられなかった．このように生体系と分離肝ミトコンド
リア実験において，呼吸能やリン酸化能では同じような傾
向を示したが，ATPase活性においては両者に相違があり，
生体ではさらに別の機序が関与している可能性も否定でき
ない，以上のように勉沈1’oの実験における分離肝ミト
コンドリア研究から，Etは細胞膜やミトコンドリア膜に．
対し，直接あるいはライソゾームを介して影響をおよぼす
ことが明らかとなったが，一方生体系の実験においては，
Et投与から肝ミトコンドリア機能障害発生までの時間の
大幅な遅れ，および〃惚∫彦1ηと加瞬び。におけるATPase
活性の違いなどから，エンドトキシンショック時¢肝ミト
コンドリア機能障害はEtによる直接作用とは考えにくし，
そこで次に著者らはEtが肝細胞膜を通して直接ミトコン
ドリアに影響をおよぼすか否かについて検討するために肝
sliceを用いてEtとのincubation実験を行なったところ，
少なくとも短時間内ではミトコンドリア機能障害は発生せ
ず，生体系において，Etが肝ミトコンドリアに対し，直接
影響をおよぼさないことが示唆された．したがってエンド
トキシンショック時の肝ミトコンドリア機能障害発生の原
因はなにかということになるが，現時点ではなお不明であ
る．著者らはこの原因の可能性として，現在，全身循環不
全あるいは肝循環不全にもとつく肝組織のhyPoxiaの可
能性も考えており，現在その原因の究明等について検討中
である．一方，hypoxiaやanoxiaがどのような機序によ
りミトコンドリア機能障害をひき起こすのかは現在なお明
らかではないが，組織anoxiaが発生すると細胞内のpH
低下などによりライソゾーム膜が脆弱となり，ライソゾー
ム酵素が遊離され，これがミトコンドリア障害をひき起こ
す可能性も考えられる．逆にanoxiaにより，ミトコンドリ
アのATP合成能が低下し，細胞内ATP量の減少により
うイソゾーム膜の安定性が維持できず，ライソゾーム酵素
が遊離され，さらにミトコンドリアをirreVersibleな変化
へと導く可能性も否定でぎない．最近，平田・金子63）はEt
投与時の肝細胞性のライソゾーム酵素の上昇がanoxiaに
起因していると報告しており，肝組織のanoxiaが重要な
役割りを果していることを強調している．しかし，組織
anoxia単独ではミトコンドリア機能障害は発生せず，　Et
などのショックによりmembrane　toxinが生成され，こ
れがミトコンドリアや細胞膜に影響をおよぼすという報
告64）もみられ，この機序の解明にもさらに今後の研究が待
たれる．
5　結　　語
　ラット肝ミトコンドリアに対するエンドトキシンの影響
およびエンドトキシンショック時の肝ミトコンドリア機能
に関する実験を行ないつぎの結果を得た．
　1）分離肝ミトコンドリアに直接エンドトキシンを添加
すると，RCR，　ADP／0比およびミトコンドリア単位蛋白
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当りのATP生成能は低下し，呼吸鎖成分の還元率は
state　4の還元率のみ抑制され，　ATPase活性は上昇し，
ミトコンドリアswellingも発生した．　Succinate－cyto
chrome　c　reductase　activityはエンドトキシンが少量で
は上昇するが大量では逆に抑制された，一方，呼吸鎖成分
：量には変化をみとめなかった．
　2）致死量のエンドトキシンを静注すると，RCR，　ADP／
0比およびATP産生能は2時間迄はあまり変化をみと
めないが，3時間を過ぎラットが死亡しはじめる頃になる
と急激に低下した．一方，succinate－cytochrome　c　reduc－
tase　activity，　ATPaseおよび呼吸鎖成分量には有意の変
化をみとめなかった．
　　3）肝スライスを用．いた蜘℃伽り実験では，エンドト
キシンによる肝ミトコンドリア機能変化はみとめられなか
った．
　以上の結果．より，エンドトキシンショック時の肝ミトコ
ンドリア機能障害発生の原因はエンドトキシンの直接作用
というよりは循環不全にもとつく組織hypoxiaによる可
能性が強く示唆された．
　稿を．終えるにあたり，御協力いただきました教室の上村
恭一講師，山本勝裕先生，山光進先．生に深く謝意を表し
ます．
　なお本論文．の要旨は第77，78回日本外科学会総会，第12
回日本消化器外科．学．会総会で発表した．
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